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論文題ロ
Fasudil inhibits vascular endothelial growth factor-induced angiogenesis 
in vitro and in vivo 
(FasudilはVEGFにより誘導される血管新生を抑制する)
責任分野:発達生体防御学講座女性医学分野
?
名:予 彊盤
[内容要旨}
[目的}
VEGF (vascular endothelial gl'owth factor)により誘導される血管新生は腫蕩の増大
や転移に深く関わっている。腫湯細胞から分泌される VEGFは、既存血管から血管
内皮細胞の遊走を誘導する。この内皮細胞の遊走には、 Rho/良ho-kinase(ROCK)シグ
ナルが関与することが報告されている。 Fasudilはクモ膜下出血術後の脳血管筆縮の
改善薬として、使用されている ROCKinhibitOlのひとつで、ある。今回、血管拡張薬で
ある伽udilが、 VEGFにより誘導される血管新生を抑制するか否かを検討した。
[方法]
ヒト瞬帯静脈内皮細胞 (HUVEC)を用いて、 VEGFの血管新生促進作用と fasudilに
よるその抑制作用について以下の検討を行った。
11 vi向。での検討
1) Boyden chambelを用いてcellmigrationと、マトリゲ、ル上のtubeformation、2)Actin 
fibelおよび、接着斑蛋白[focaladhesion kinase (FAK)， paxillin]の形態・局在の変化(免
疫蛍光染色法)、 3)接着斑蛋白(FAK，paxillin)やIllyosinlight chain (MLC)のリン酸
化 (Westernblotting)、4)HUVECにconstitutivelyactive ROCK (CA-ROCK) plaslllid 
を導入し、 fasudilの効果が ROCK-dependentか否かを検討、 5)増殖能とアポトー
シス (MTSassay、Kト67免疫蛍光染色法及びTUNEL法)。
11 vivoでの検討
6) VEGFおよびぬsudilを含むゲルを充填したシリコンチューブ、をマウス皮下に埋
め込み、血管新生を定量化した。
[結果]
1) VEGFに誘導されたHUVECのIlligration、tubefonnationはぬsudilにより抑制さ
れた。 2)、3)VEGFにより誘導される actinfiberの形成、およびpaxillin、FAK、MLC
のリン酸化は白sudilにより抑制された。 4)CA目ROCKを導入すると、 fasudilはVEGF
による paxillinのリン酸化を抑制しなかった。 5)Fasudil f立、 VEGFによる HUVECの
増殖促進およびアポトーシス抑制効果をキャンセルした。 6)VEGFに誘導される m
vi1'Oでの血管新生は白sudilにより抑制された。
[結論]: 
FasudilはVEGFにより誘導される血管内皮細胞の増殖と遊走能を阻害することに
よって、血管新生を抑制することが示唆された。
平成 2/年 /月 ! J fl
山形大学大学院医学系研究科長殿
申請者氏名:
論文題目:
学位論文審査結果報告書
-1 ~ゑ f~
恥udiliAlbi13VEGfaiA仰c( lX'Ylyio;rcxe5ij IYl 附
審査委員:主審査委員 Jら' 、ゆA…Sh}ーり
副審査委員 ~ :1AH' I，-L V/¥ J ⑫ 
副審査委員
審査終了日.平成之/ 年 /月
[論文審査結果要旨 1
本研究は、脳血管室重縮の改善剤-<:ROCK inhibi torの一つである faslIdilが VEGFCvascular 
endothel ial growth factor)により誘導される血管新生を抑制lしその分子標的薬となり得る可
能性を検討した研究である。
背景として、VEGFの血管新生のメカニズムには主に3つの経路が関与すると考えられている。
3つの経路とは、1)Rho/Rockシステムを介して FAK・Paxillinのリン酸化を経て focaladhes ion 
assemblyを起こし、更に p3B'MAPKを経て stressfiber formationを起こす(これには Rho/Rock
システムも寄与する)ととで血管内皮細胞の migrationを起こす経路、 2)PLC' Pas-Raf-MEK • 
ERK1/2を経て内皮細胞の噌殖を起こす経路、 3)PI3K • Akt/PKBを経てアポト一、ンスを抑制する
経路、の以上である。 faslldilは、 ROCKの{動きを妨げミオシン軽鎖のリン酸化を阻害して血管
の収縮を防ぎ脳血管筆縮を改善させる薬剤であり、その作用メカニズムから Rho/Rockシステム
を介して血管新生抑制にも働くと予怨される。
本論文では、 fasudilがまず VGEFによる血管新生を抑制するかどうかについて、 invitro 
において血管内皮細胞を用いて VEGFによる遊走能と管腔形性能の抑制することを調べ、 ln
V1VOにおいてヌードマウス移植血管内皮細胞を用いてVEGFによる血管新生を抑制について調
べ、 fasudi1がVGEFによる血管新生を抑制することを確認した。
更に、 fasudilの VEGFによる遊走能と管腔形性能の抑制が、 VEGFによる focaladhesion 
assemblyと stressfiber formationの抑制であることを免疫蛍光染色で確認した。また、
fasudilが Rho/Rockの下流にあるミオシン軽鎖のリン隊化と FAK・Paxillinのリン酸化を抑
制していることから、その叩GF作用阻害機序が Rho/Rockシステムを介したものであることを
示した。また、 fasudi1 はVEGFの増殖作用を抑制すること、 VEGFの細胞生存増強(アポトーシ
ス抑制効果)をキャンセノレすることで血管新生抑制効果を発揮する可能性も示した。
務査では、内容には問題ないものの論文上の記載の問題が指摘訂正するよう求められた。ま
た、本実験で証明した血管新生抑制を呂的とした分子標的治療薬である fasudilが、今後臨床
の場にどのように導入し、どのような方法で使用して行くのか一定の推論でもよいので述べる
べきであると指摘された。
言語査の結論として、本論文は fasudilに関する血管新生効果とその機序を確認・証明したと
いう新規性があり、学位論文として合格に値すると判断された。
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